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Zur Gewinnung „plättchenreicher Plasmen"
für Thrombocyten-Zählungen und -Funktionsprüfungen1)
Von V. SCHULZ, K. KOCHSIEK, H. KÖSTERING und CH. WALTHER
Medizinische Universitätsklinik und Poliklinik Göttingen
(Eingegangen am 25. März 1971)
Es wird eine standardisierte Methode zur Gewinnung kleiner Mengen „plättchenreicher Plasmen" beschrieben. Diese „plättchenreichen
Plasmen" sind die Grundlage einer einfach durchführbaren, rationellen Methode zur Thrombocytenzählung. Die Standardmethode wird
wie folgt durchgeführt: Venenblut wird im Verhältnis 1:5 mit einer unter „Methodik" beschriebenen EDTA-Dextran-NaCl-Lösung
versetzt. Dieses Gemisch läßt man etwa l Std. „vorsedimentieren". Danach wird es 10 Min. bei 100 £ zentrifugiert. Das im Überstand
befindliche „plättchenreiche Plasma" ist dann nahezu frei von Blutzellen. Die Plättchen sind darin homogen verteilt. Ihre Konzentration
ist der Thrombocytenzahl der jeweiligen Blutprobe proportional. Es ergibt sich eine charakteristische nephelometrisch meßbare Trübung
im Überstand. Nach einer zweiten Zentrifugation von 10 Min. bei 1500 £ ist der Plasmaüberstand nahezu plättchenfrei und kann als
„Leerwert" verwendet werden.
The preparation of platelet-rich plasma for platelet counts and tests of platelet function
A standardised method is described for obtaining small amounts of "platelet-rich plasma". This preparation forms the basis of a simple,
rational method for thrombocyte counting. Venous blood is mixed in the proportion 1:5 with an EDTA-dextran-NaCl solution. This
mixture is allowed to stand about 1 hour for presedimentation, then centrifuged for 10 min at 100 £. The supernatant represents the
"platelet-rich plasma" and it is practically free from blood cells. The platelets are distributed homogeneously within this preparation and
their concentration is proportional to the thrombocyte count of the original blood sample. The supernatant has a characteristic turbidity,
which can be measured nephelometrically. The platelet-rich plasma is practically cleared of platelets by a second centrifugation for 10 min
at 1500^ and it can then be used as a blank.
Einige Verfahren der Thrombocytenzählung (l, 2, 3)
und -Funktionsprüfung (4—7) gehen von sogenannten
„plättchenreichen Plasmen" aus.
Bei der Herstellung „plättchenreicher Plasmen" werden
in einem Teil einer Blutprobe, dem „Plasmaüberstand",
Zellen und Plättchen als „korpuskulare Blutfraktionen"
voneinander getrennt. Diese Trennung kann mehr oder
weniger vollständig sowohl im Schwerefeld der Erde
(Spontansedimentation), als auch mit Hilfe einer
Zentrifuge ablaufen. Dabei sollen die Blutplättchen
möglichst wenig, die Blutzellen dagegen möglichst
vollständig aus dem Überstand heraussedimentieren.
Die Voraussetzung für diese „Blutfraktionierung" ist
neben der unterschiedlichen Größe der Zellen das
andersartige Aggregationsverhalten, das besonders die
Thrombocyten und die Erythrocyten voneinander unter-
scheidet (8, 9, 10).
Material und Methodik
Material
Es wurde nur frisches Venenblut verwendet. Die Venenpunktion
erfolgte mit Kanülen Nr. 1. 1,6ml Blut wurden jeweils in eine
2 ml SpezialSpritze2) aufgezogen. Die Spritzen enthielten je 0,4 ml
einer blutisotonischen Lösung, die in Anlehnung an frohere
Untersuchungen (5, 8, 9, 11, 18) die folgende Zusammensetzung
hatte:
Dinatriumäthylendiamintetraacetat
(EDTA, Titriplex der Firma Merck)
Dextran
(Dextran 150, Pharmacia, Uppsala)
NaCl
dest. Wasser
0,75g
1,25g
0,75g
ad 100,00 ml
Für die in der Tabelle l wiedergegebene Versuchsanordnung
wurde der Dextrananteil der Lösung verändert (10; 2j5; 0,625;
0,3125 g/100 ml). Entsprechend der Verdünnung der Lösungen
im Blut im Verhältnis l: 5 bedeutete dies eine Dextranendkonzen-
tration im Blut von 2,0; 0,5; 0,125 und 0,0625 g/100 ml, bei der
routinemäßig verwendeten Dextranlösung berechnet sich der
Dextrananteil im Blut auf 0,25 g/100 ml.
Direkt nach der Blutentnahme wurde der Spritzeninhalt durch
mehrfaches Kippen gut durchmischt, der Kanülenansatz durch
zentrifugenfeste Plastikkappen2) verschlossen, der Stempel ent-
fernt und der Spritzenzylinder mit Inhalt in einen Ständer bei
Raumtemperatur zur „Vorsedimentation" gebracht.
Die weitere Verarbeitung der Blutproben erfolgte l bis 3 Stdn.
nach der Blutentnahme.
Für die unter der Tabelle 3 beschriebene Versuchsanordnung
wurden außerdem Proben erst 6 und 10 Stdn. nach der Blut-
entnahme weiterverarbeitet.
Zentrifugation
Die „vorsedimentierten" Blutproben wurden in den Spritzen-
zylindern (innerer Durchmesser 10 mm) bei Raumtemperatur
zentrifugiert.
Die Laufzeiten der Zentrifuge betrugen jeweils 10 Min. Für die
unter der Tabelle 2 beschriebene Versuchsanordnung wurden
außerdem Zentrifügationen über 20 und 30 Min. durchgeführt.
Die relativen Zentrifugenbeschleunigungen wurden für den inneren
Radius der zentrifugierten Blutsäulen berechnet. Sie betrugen für
die als „Leerwerte" in die Messungen eingehenden „plättchen-
armen Plasmen" einheitlich 1500£ (lg = 981 cm·· sec-2).
Für die Zentrifugation der „plättchenreichen Plasmen" („Haupt-
werte") betrugen sie jeweils 100 £. Für die unter der Abbildung l
beschriebene Versuchsanordnung wurden außerdem „Haupt-
werte" mit 50, 150, 200, 250, 300 und 600 £ hergestellt.
Nephelometrie
0,1 ml der nach der Zentrifugation vorliegenden Plasmaüber-
stände wurden mit Konstriktions-Pipetten in 3 ml physiol. NaCl-
*) Die Arbeit enthält Teile der Inaugraldissertation von V. SCHULZ. 2) Fa. Braun, Melsungen.
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Lösung überpipettiert. Von den so hergestellten Plasmaver-
dünnungen wurden die Extinktionen („Hauptwert" gegen
„Leerwert")^mit einem Eppendorf-Photometer unter Einsatz der
Rechteckblende 1770 für Trübungsmessungen ermittelt. Die
Schichtdicke betrug 20 mm. Es wurde das Filter Hg 578 mm ver-
wendet. Der Abstand von der Küvette zur Photozelle war mit
40 mm konstant. Unter diesen Bedingungen ist bei zellfreien
Plättchensuspensionen die gemessene Extinktion der Throm-
bocytenzahl pro mm8 „plättchenreichen Plasma" proportional (20).
Mikroskopie
Die Betrachtung der Plasmaüberstände zu einer qualitativen
Überprüfung des Zellgehaltes erfolgte lichtmikroskopisch in
THOMA-Zählkammern.
Ergebnisse
Mit den Untersuchungen 2ur Tabelle l wurde der Ein-
fluß verschiedener Konzentrationen des hier ver-
wendeten Dextrans auf die Plättchenzahl im Plasma-
überstand gemessen. Dextrankonzentrationen über
0,5 g/100 ml führten zu einem „Thrombocytenschwund"
im „plättchenreichen Plasma". Unterhalb dieser Konzen-
tration blieben die Werte dagegen nahezu konstant. Die
Sedimentation der Erythrocyten wurde dagegen auch
durch Dextrankonzentrationen unter 0,5 g/100 ml ver-
bessert. Bei einer Dextrankonzentration von 0,25 g/
100 ml waren z. B. sämtliche Blutproben nach etwa
l Std. weitgehend sedimentiert. Nach der anschließen-
den lOminütigen Zentrifugation der bei 100^ er-
wiesen sich lichtmikroskopisch die Plasmaüberstände
praktisch frei von Blutzellen.
Die Abbildung l kennzeichnet die Abhängigkeit der
Thrombocytenzahlen im „plättchenreichen Plasma"
50 100 150 200 250 300
Z e n t r i f u g a l k r a f t [g]
600
Abb. l
„Vorsedimentierte" Blutproben von 20 verschiedenen Versuchs-
personen wurden nacheinander bei sieben abgestuften Beschleuni-
gungen 10 Min. zentrifugiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
ihre Standardabweichungen, wobei als Bezugsgrößen die bei 100g
ermittelten Meßwerte dienten, die gleich 100% gesetzt wurden. Man
erkennt, daß bis 300g die Thrombocytenzahl im Plasmaüberstand
der relativen Zentrifugenbeschleunigung direkt proportional ist
von der zur Herstellung angewendeten relativen
Zentrifugenbeschleunigung. Der Abbildung liegen
Mittelwerte aus den Meßreihen von 20 verschiedenen
Spendern zugrunde. Konstant gehalten wurde hierbei
die Zentrifugarionszeit von 10 Min. Von 50g bis 300g
bewirkte eine Steigerung um 50g jeweils eine Ab-
nahme der Plättchen im „plättchenreichen Plasma" um
10% des Ausgangswertes. Bei 600g wurde bereits der
überwiegende Teil der Thrombocyten abzentrifugiert.
Die Tabelle 2 gibt Auskunft über den Einfluß drei ver-
schiedener Laufzeiten der Zentrifuge auf die Throm-
Tab. l
Einfluß verschiedener Dextrankonzentrationen auf die Thrombocytenzahl im ,,plättchenreichen Plasma". Die Prozentzahlen beziehen sich auf
die gleich 100% gesetzten Werte der niedrigsten Dextrankonzentration
Dextran im Blut
[g/100 ml]
Versuchsperson
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
x±s[%]
1 2,0
E578 · 1000
115
115
105
125
245
65
150
135
150
95
1
%
52
43
72
56
83
54
68
45
60
46
58 ±13
0,5
E678 · 1000
205
255
145
200
300
115
200
260
260
190
%
93
94
100
90
102
96
91
87
102
93
95 ±3
1 0,25
E67, - 1000
215
265
140
215
290
125
210
290
250
205
1
%
98
98
97
96
100
104
96
97
100
100
99 ±2
0,12
57 - 1000
220
270
145
220
300
120
230
300
245
205
15
%
100
100
100
98
103
100
105
100
98
100
100 ±2
1 0,0625
7 - 1000
220
270
145
225
295
120
220
300
250
205
%
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
Tab. 2
Einfluß verschiedener Zentrifugationszeiten auf die Thrombocytenzahl im „plättchenreichen Plasma". Die Werte bei zehnminütiger Zentri-
fugationsdauer wurden gleich 100% gesetzt
Laufzeit der
Zentrifuge (Min.)
Versuchsperson
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
x ± 8 [%]
1 . 10
E„. · 1000
185
230
240
200
260
305
240
320
195
230
%
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
1 20
E57S - 1000
155
175
180
160
210
260
185
260
155
180
%
84
81
75
80
81
85
77
81
80
78
80±3
1 30
E57e · 1000
110
130
135
110
165
200
140
210
120
140
%
59
57
56
55
63
65
58
65
61
61
60 ±3
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B,„nuB vermiedener
Tab. 3
Spontansedimen-
tationszeit
Vc
(Stdn.)
rsuchsperson
1
2
3
4
5
Q
10
x±s [%]
1
7 · 1000
175
220
250
205
250
300
230
325
200
230
100
%
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
3
7 · 1000
180
220
260
200
260
300
230
325
195
235
100 ±2
%
102
100
104
98
104
100
100
100
98
98
6
57 · 1000
170
200
235
195
245
275
220
290
185
215
94±2
%
97
92
94
95
98
92
96
90
92
94
10
7 · 1000
160
190
210
' 175
230
250
205
270
170
195
86 ±3
%
92
86
84
83
92
83
89
83
85
85
bocytenzahl im „plättchenreichen Plasma". Konstant
gehalten wurde bei diesen Untersuchungen die Be-
schleunigung von 100^. Beschreibt man das auf die
Blutprobe wirksam gewordene Schwerefeld als Pro-
dukt aus Beschleunigung · Zeit, so ergeben sich mit
einem Thrombocytendefizit von 10% pro 50^-10 Min.
in der Tabelle 2 übereinstimmende Werte zur Abbil-
dung 1.
Mit der Tabelle 3 wurde der Einfluß der Spontan-
sedimentationszeit des Blutes vor der Zentrifugation
auf die im „plättchenreichen Plasma" gemessene
Thrombocytenzahl ermittelt.
Zwischen den nach l Std. und nach 3 Stdn. Spontan-
sedimentation gemessenen Zahlen bestand kein Unter-
schied. Eine sechsstündige „Vorsedimentation" führte
zu einem Thrombocytenverlust von 6%. Nach 10 Stdn.
fehlten bereits 14% der Thrombocyten.
Für die Tabelle 4 wurde die 0,1 ml-Meßprobe nach-
einander dem oberen, mittleren und unteren Anteil
der plättchenreichen Plasmaüberstände entnommen.
Aus den Ergebnissen geht hervor, daß die Thrombo-
cyten nach der Zentrifugation homogen im Plasma-
überstand verteilt waren.
Tab. 4
Einfluß der Entnahme der Meßprobe auf die ermittelte Thrombo-
cytenzahl im „plättchenreichen Plasma"
Meßprobe
entnommen
Versuchsperson
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
X
°/<
Oben
170
195
230
190
245
275
220
290
180
215
221
100
Mitte
E678 - 1000
170
200
235
190
245
275
220
290
185
215
222
100
Unten
175
205
235
195
250
275
215
290
175
220
224
101
Maximale
Abweichung
3%
3%
2%3 o/
2%
0%
2%
0%
3%
2%
2%
Diskussion
Rote Blutzellen zeigen in vitro unter bestimmten Be-
dingungen die Neigung, untereinander zusammenzu-
ballen und sogenannte Agglomerate zu bilden (11,
14—17). Das ist die entscheidende' Voraussetzung für
eine schnelle Sedimentation der Erythrocyten (10, 19).
Die Agglomeration der Erythrocyten wird durch
„Agglomerine" ausgelöst (15). Körpereigene „Agglo-
merine" sind zum Beispiel Coeruloplasmin, Hapto-
globin und Fibrinogen (15). Neben den genannten
körpereigenen Verbindungen gibt es auch synthetisch
oder halbsynthetisch hergestellte industrielle Produkte
mit starker „Agglomerin"-Wirkung (12, 15, 20). Zu
diesen zählen die im Rahmen unserer Untersuchungen
verwendeten Dextrane mit hohem Molekulargewicht
(15, 17).
Thrombocyten werden im Gegensatz zu den Erythro-
cyten durch Dextrane nicht aggregiert; um die Throm-
bocyten in .Suspension zu halten, müssen jedoch dem Blut
die freien bivalenten Ionen durch geeignete „Komplex-
bildner", z. B. durch das hier verwendete EDTA voll-
ständig entzogen worden sein (8, 9).
Die Wirkung hochmolekularer Dextrane als „Sedi-
mentationsbeschleuniger" für Erythrocyten nimmt mit
ihrer Konzentration im Blut zu. Sehr effektive „Agglo-
merine", z. B. einige Polyaminosäuren, können dar-
über hinaus eine schon makroskopisch sichtbare Hämo-
lyse auslösen (15). Daraus kann man schließen, daß es
mit zunehmender Wirksamkeit der „Agglomerine" über
die Zusammenlagerung der Erythrocyten hinaus auch
zu einer Zerstörung ihrer Zell-Membranen kommt. Beim
Zerfall roter Blutzellen können jedoch außer den bi-
valenten Magnesiumionen noch Stoffe frei werden, die
eine starke Aggregation der Thrombocyten auslösen
können, z. B. bestimmte Adenosinphosphate (21, 22).
Wie aus der Tabelle l dieser Arbeit hervorgeht, führten
höhere Dextrankonzentrationen im Vollblut tatsächlich
zu einem Thrombocytenverlust im „plättchenreichen
Plasma".
Daraus ergibt sich, daß bei der Herstellung „plättchen-
reicher Plasmen" nur bestimmte „Agglomerine" als
Sedimentationsbeschleuniger für Erythrocyten ver-
wendet werden können und diese nur in solchen
Konzentrationen, bei denen noch keine Hämolyse der
Blutzellen ausgelöst wird.
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Trotz des Zusatzes eines geeigneten „Agglomerins"
zum Blut reicht innerhalb weniger Stunden die Spon-
tansedimentation des Blutes nicht aus, um ein aus-
reichend zellreines „plättchenreiches Plasma" zu er-
reichen. Das gilt besonders auch dann, wenn es für
Thrombocytenzählungen (2) Verwendung finden soll.
Die „Fraktionierung" muß daher stets im Schwerefeld
der Zentrifuge vervollständigt werden, wobei zwangs-
läufig ein gewisser Verlust an Thrombocyten hinge-
nommen werden muß.
Zur Erklärung von Erscheinungen, die in einer Sus-
pension homogener Teilchen durch ein Schwerefeld
ausgelöst werden, kann die SiOCKEs'sche Gleichung
herangezogen werden.
Sie lautet:
•y -r— .
1817
v = Sinkgeschwindigkeit
g = Normalfallbeschleunigung (981 cm · sec~2)
d = Durchmesser der Teilchen
± = Dichte der suspendierten Teilchen
2 = Dichte des Suspensionsmediums
= Viskosität des Suspensionsmediums.
Näherungsweise wollen wir im Falle unserer „Plättchen-
-im-Plasma-Suspensioiien" die Größen d,
 9 2 und
als konstant betrachten. Die Sinkgeschwindigkeit (v)
der suspendierten Thrombocyten hätte dann formel-
gemäß der Beschleunigung in der Zentrifuge (g)
proportional sein müssen.
Die Sinkgeschwindigkeit (v) war jedoch hier keine
meßbare Größe. Die Anzahl .der in der Zeiteinheit
(t = Laufzeit der Zentrifuge) sedimentierten Plätt-
chen (AS) muß sich jedoch proportional zur Sedimen-
tationsgeschwindigkeit (v) verhalten.
Formelmäßig bedeutet dies unter den obengenannten
Voraussetzungen:
oder
'
A S = g · t · konst.
Die oben (Abb. l, Tab. 2) gefundene konstante Plätt-
chensedimentatiönsrate von . 10% pro 50 £· 10 Min.
sowie die relativ geringe Standardabweichung in den
Kollektiven bestätigen die hier postulierte einfache
Proportionalität. Wie wir aus hier nicht näher darge-
stellten Sedimentätionsversuchen mit Plättchensuspen-
sionen in Plasmaverdünnungen mit physiol. NaCl-
Lösung' feststellen konnten, führen auch pathologische
Abweichungen der Plasmaviskosität und -dichte nur zu
relativ unbedeutenden Veränderungen in der Sedimen-
tationsgeschwindigkeit der Thrombocyten.
In die oben angeführte Sedimentationsgleichung nach
STOCKES geht die Teilchengröße (d) als Faktor ein. Wir
gingen von einem konstanten Teilchendurchmesser aus,
denn für stärkere Größenunterschiede, etwa analog zu
mikro- und makrocytären Veränderungen bei den
Erythrocyten, besteht bei den Thrombocyten kein
Anhalt.
Unsere Ergebnisse erlauben es 'daher, eine qualitative
Übereinstimmung der Sedimentationseigenschaften der
im Blutplasma suspendierten Plättchen mit der STOCKES'-
schen Gleichung festzustellen. Dieser Befund kann
jedoch nicht uneingeschränkt auf die Verhältnisse im4
Vollblut übertragen werden, da es sich hierbei nicht um
eine reine Suspension von Thrombocyten handelt,
außerdem kommt es unmittelbar nach der Blutentnahme
durch den Dextranzusatz zur Blutflüssigkeit zu einer
raschen Bildung von Blutzellaggregaten, die relativ
schnell absedimentieren, so wie man es bei einer
sehr schnellen Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit
kennt. Während dieser Phase, die wir als „Vorsedi-
mentation" bezeichnen, wird der lösende Raum der
Blutzellen im Plasmaüberstand durch Plasma aus dem
Sedimentraum ersetzt, d. h. solange Blutzellen oder
Blutzellaggregate aus der Thrombocytensuspension
heraussedimentieren, besteht ein Plasmarückstrom, der
dem Schwerefeld entgegengesetzt gerichtet und dem
Volumen der sedimentierenden Zellen oder Zell-
aggregate proportional ist. Es erscheint möglich, daß
dadurch nicht nur die im Vergleich zu den Zellen nur
sehr schwache Eigensedimentation der Plättchen kom-
pensiert wird, sondern daß auch noch zusätzlich Throm-
bocyten aus dem Sedimentraum in den Plasmaüberstand
„zurückgeflutet" werden. Tatsächlich wurde über eine
derartige „Anreicherung" der Thrombocyten in „plätt-
chenreichem Plasma" bereits berichtet (1). Einige eigene
Ergebnisse, über die wir später berichten werden (2),
sprechen ebenfalls für eine solche „Anreicherung"
während der „Vorsedimentation". Die durch den ge-
nannten Plasmarückstrom beförderte Thrombocyten-
menge wird jedoch in erster Näherung der Thrombo-
cytenzahl der jeweiligen Blutprobe proportional sein.
Aus diesem Grunde wird am Verhältnis zwischen der
Thrombocytenzahl im Vollblut und der im „plättchen-
reichen Plasma" wenig geändert. Somit kann dadurch
auch keine wesentliche Beeinträchtigung der diagnosti-
schen Aussagekraft entstehen, wenn dieses „plättchen-
reiche Plasma" zur Messung der Thrombocytenzahl
im Blut verwendet wird (2). Man muß solche Mecha-
nismen jedoch berücksichtigen, wenn man auf die
absoluten Thrombocytenzahlen pro Volumeneinheit
Blut rückschließen will.
Unsere Untersuchungen lassen keine genauen Schlüsse
darüber zu, welche physiko-chemischen Mechanismen
bei der Sedimentation der Thrombocyten ablaufen. Wie
die Tabelle 4 zeigt, tritt im plättchenreichen Plasma-
überstand nach der Zentrifugation kein Verteilungs-
gradient auf. Das spricht dafür, daß, ähnlich wie bei den
Erythrocyten, auch bei der Sedimentation der Throm-
bocyten z. B. Aggregationsvorgänge eine Rolle spielen
könnten. Im Hinblick auf die später zu besprechende
neue Zählmethode für Thrombocyten (2) ist jedoch
deren homogene Verteilung im plättchenreichen Plasma-
überstand von großem Vorteil.
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